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摘要: 目的 观察补骨颗粒含药血清对体外培养的大鼠膝关节软骨细胞凋亡及对 Trx2、ASK1 及 Caspase3 表达的影响，从而
探讨补骨颗粒预防骨性关节炎发生发展的作用机制。方法 采用两步酶消化法分离培养大鼠软骨细胞，并进行传代培养。
应用膜联蛋白 V-FITC /PI 染色后经流式细胞仪检测软骨细胞的凋亡情况。同时，通过电泳分离蛋白并通过蛋白质印迹分析
Trx2、ASK1 及 Caspase3 的表达情况。结果 软骨细胞培养 15 d 左右铺满 80%～90%的培养皿，大部分细胞呈梭形。流式细胞
检测结果显示空白血清组的细胞凋亡率为 22. 80%，明显高于含药血清组( P＜0. 05) ，而 20%含药血清组( 15. 91%) 与 30%含
药血清组( 17. 93%) 的细胞凋亡率又明显低于 10%含药血清组( 21. 58%) ，各组间比较差异具有统计学意义( P＜0. 05) 。蛋白
质印迹分析结果显示含药血清组 Trx2 的表达量都明显增多，以 10%含药血清组的表达量最多; 空白组与 10%含药血清组的
ASK1 与 Caspase3 的表达量比 20%与 30%含药血清组多。结论 补骨颗粒可以通过激活 Trx2 信号通路而抑制软骨细胞的凋
亡，从而起到预防骨性关节炎发生发展的作用。
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Abstract : Objective To observe the effects of Bugu Granule drug-containing serum on apoptosis of rat knee articular
chondrocytes cultured in vitro，and the expression of Trx2，ASK1 and Caspase 3． Furthermore，the mechanism of Bugu Granule in
preventing the development of osteoarthritis was discussed． Methods Ｒat chondrocytes were isolated and cultured by two-step
enzymatic digestion，and subcultured afterwards． Apoptosis of chondrocytes was detected by flow cytometry after annexin V－FITC /
PI staining． At the same time，proteins were separated by electrophoresis and the expression of Trx2，ASK1 and Caspase3 was
analyzed by Western blot． Ｒesults The culture dishes were 80%-90% covered with chondrocytes that were cultured for about 15
days，and most of chondrocytes were fusiform． Flow cytometry result showed that the apoptosis rate of the blank serogroup
( 22. 80%) was higher than drug-containing serum group ( P＜0. 05) ． However，the apoptosis rate of 20% drug-containing serum
group ( 15. 91%) and 30% drug-containing serum group ( 17. 93%) was significantly lower than the 10% drug-containing serum
group ( 21. 58%) ，and there were statistically significant differences between the groups ( P＜0. 05) ． Western blot analysis showed
that the expression level of Trx2 in the drug－containing serum group increased significantly，which was expressed most in the 10%
drug-containing serum group． The expression levels of ASK1 and Caspase3 in the blank group and the 10% drug-containing serum
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group were higher than those in the 20% and 30% drug-containing serum groups． Conclusion Trx2 signaling pathway could be
activated by Bugu Granule，and chondrocyte apoptosis could be inhibited，which plays a role in preventing the development of
osteoarthritis．


















成年清洁型 SD 大鼠，体重在( 180±20) g，雌雄
各半，由福建医科大学实验动物中心提供 ( 许可证
号: SCXK 2016-0002 ) 。胶 原 酶 II ( 编 号: C8150 ) 、
Trx2 ( 编 号: YT4752 ) 、ASK1 ( 编 号: YT0370 ) 、
Caspase3( 编号: YC006) 由北京市普京康利科技有
限公司提供，DMEM 培养基( 编号: 180-500) 、0. 25%
胰 蛋 白 酶 ( 编 号: TE2004Y ) 、胎 牛 血 清 ( 编 号:
TBD11HT) 由北京孚博生物科技有限公司提供，PBS
缓冲液( 编号 GT0060) 由晶泰公司提供，凋亡试剂
盒( 编号 KGA107) 由南京凯基公司提供，中药颗粒
由厦门大学附属福州第二医院药剂科提供。
1. 2 实验步骤




颗粒用生理盐水加热溶解，制成 1 g /mL 的水溶液。
空白血清组予生理盐水 2 mL /kg 灌胃，含药血清组
予 3. 08 g /kg 灌胃，每日 1 次，连续 14 d，末次给药 2
h 后处死大鼠，并在无菌条件下腹主动脉采血 5 mL，
静置 2 h 后低温 2 000 r /min，离心 15 min 后分离血
清，于 56 ℃恒温水浴灭活 30 min，－80 ℃冰箱保存。
1. 2. 2 软 骨 细 胞 的 分 离 与 传 代: 将 大 鼠 浸 泡 于
75%的乙醇中消毒 3 min，取出处死后在无菌条件下
解剖出关节软骨，去尽其他组织后放入有双抗的
PBS 液( 含青霉素 100 U /mL、链霉素 100 U /mL) 漂
洗 4～6 次，然后将其放入消毒的青霉素小瓶并加入
1. 5 mg /mLⅡ型胶原酶溶液，在胶原酶小瓶中剪成 1
mm×1 mm×1 mm 大小的碎片，封口于 37 ℃水浴锅
内消化 30 min，期间不时用手摇瓶，弃去上悬酶液，
用 DMEM 漂洗 1～2 次，吸尽上清后再加入 10 倍体
积的 0. 2%Ⅱ型胶原酶，37 ℃水浴锅内消化 30 min
后收集上悬液，如此反复 3 次，集中所有上悬液，
1 000 r /min离心 5 min，倒去上清液，沉淀用 PBS 液
洗涤 3 次，用 4 mL 含 10% FBS 的 DMEM 完全培养
液混悬细胞，剩余软骨片及絮状胶样物弃去。将分
离好的软骨细胞接种于 25 cm2 的培养皿中，置 37
℃、5%CO2 培养箱中培养。24 h 后观察细胞贴壁情
况，以后每 3 d 更换 1 次培养液。待生长细胞铺满
培养皿 70%～80%时，通过用 0. 25%胰蛋白酶在 37
℃温育 1 min 将细胞从培养瓶中分离。加入完全培
养基，通过 3 000 r /min 离心 5 min 收获细胞，并重
悬于培养基中以除去胰蛋白酶。将细胞接种在大培
养皿中，4～5 d 后获得原代细胞。在随后的传代中
每 2 d 更换培养基，经历 2 ～ 5 次传代的细胞用于
实验。
1. 2. 3 流式细胞术分析细胞凋亡: 取第 3 代软骨细
胞以 1×105 /cm2 接种于培养板中，培养 72 h 细胞贴
壁后“饥饿”培养 24 h 使细胞同步化。细胞随机分
组后，于 A 组加入空白血清、B 组加入 10%含药血
清、C 组加入 20%含药血清、D 组加入 30%含药血
清，继续培养 96 h 后收集细胞悬浮液，以 PBS 洗涤
细胞 2 次后使用胰蛋白酶消化并收集于离心管。在
4 ℃条件下以 1 000 r /min 离心 5 min 两次，然后转
移到专用管，按 Annexin V-FITC /PI 试剂盒说明进行
操作，采用 BD FACScalibur 流式细胞仪定量细胞凋
亡，CellQuest Pro 软件用于分析细胞凋亡情况。
1. 2. 4 电泳和蛋白质印迹分析: 将收集到的细胞通
过无菌 PBS 清洗两次后再加入适量 PBS，用无菌刮
刀收集细胞于 1. 5 mL EP 管中，在冰上用含有 1
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mmol /L 蛋 白 酶 抑 制 剂 苯 基 甲 磺 酰 氟 ( PMSF ) 的
ＲIPA 缓冲液裂解 30 min。在 4 ℃下以 12 000 r /min




12 000 r /min 离心 1 min 后取出上清液放入 EP 管
中，按照 SDS-PAGE 凝 胶 配 制 试 剂 盒 说 明 书 配 制
4% PAGE 凝胶，上样后先用电压 80 V，约 30 min，待
蛋白电泳至浓缩胶与分离胶交界处时改用电压 120
V，约 60 min。将蛋白转移至 NC 膜上，再将 NC 膜
放入现配的 5%的脱脂奶粉溶液( 2 g 脱脂奶粉溶于
40 mL 1×TBST 中) 中室温摇床封闭 2 h。洗膜后加
入按稀释液 1 ∶ 1000 的一抗中，4 ℃ 孵育过液。洗
膜后放入按稀释液 1 ∶ 3000 的二抗中，水平摇动，室
温孵育 2 h。取出 NC 膜，TBST 洗涤 3 次，每次 10
min。洗膜后使用 ECL 发光试剂化学显色后曝光并
显影，使用 Image J 图象分析系统测定条带灰度值，
Actin 作为内参，取其余组与其比值进行计算。
1. 3 统计学分析












至第 2、3 代时细胞增殖速度最快，第 4 代后则呈“去
分化”现象，同时还发现在培养过程中梭形状细胞
在逐渐增加。见图 1。
图 1 细胞多为梭形，少数为星形、椭圆形，符合软骨细胞形态 A: 细胞未铺满; B: 细胞铺满后。
Fig．1 Most of the cells are fusiform，and a few are star-shaped and elliptical，which conform to the
morphology of chondrocytes． A: Not covered by cells; B: Covered by cells．
2. 2 使用凋亡检测试剂盒检测 4 组软骨细胞的凋
亡，通过流式细胞术检测第 5 天各组的凋亡能力
检测结果显示，空白血清组的细胞凋亡率为
22. 80%，明显高于含药血清组( P＜0. 05) ，而 20%含
药血清组 ( 15. 91%) 与 30%含药血清组 ( 17. 93%)
的 细 胞 凋 亡 率 又 明 显 低 于 10% 含 药 血 清 组
( 21. 58%) ，各 组 间 的 比 较 具 有 统 计 学 意 义 ( P ＜
0. 05) 。见图 2。




多; 空白组与 10%含药血清组的 ASK1 与 Caspase3
的表达量比 20%与 30%含药血清组多。见图 3。通
过与 Actin 内参蛋白比值的统计，可以得到如表 1
所示的值。
表 1 与 Actin 内参蛋白的比值










TＲX2 0. 38 0. 55 0. 43 0. 42
ASK1 0. 25 0. 29 0. 21 0. 23
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图 2 细胞凋亡散点图 A: 圈定细胞; B: 空白血清组; C: 10%含药血清组; D: 20%含药血清; E: 30%含药血清组。
Fig．2 Apoptosis scatter plot． A: Delineate cells; B: Blank serum group; C: 10% drug-containing serum group; D: 20% drug-
containing serum group; E: 30% drug-containing serum group．


























硫氧还蛋白 2( Trx2) 是特异位于线粒体的小分
子蛋白，可以与凋亡信号调节激酶-1( ASK1) 结合并
抑制 ASK1 的活性，从而抑制凋亡前因子 Caspase3
所诱导的细胞凋亡［14-15］。本实验结果也表明补骨
颗粒可以促进 Trx 2 的表达，但是浓度较低时不利
于 Trx2 /ASK1 复合物的形成。因此，10%含药血清
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组的 Trx2 与 ASK1 都明显高于 20%与 30%含药血
清组，而 ASK1 可以激活 Caspase 3 的表达及其活





调控 Trx2-ASK1-caspase 3 信号途径以控制软骨细胞
的凋亡，但是含药血清需要达到一定合适的浓度，否
则不利于 Trx 2 /ASK 1 复合物的形成。
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